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膜異常 お よ び筋細胞内過剰 Ca 廿 を引き 金と して展開す る病態と ， ジス トロ フ ィ ー 筋と の 類似性が
注目 され て久 し い ． 本研究は ， 細胞内過剰 Ca 廿 流入 をもた ら す膜の 病的機序を解明す るた め， 心筋 で見
られ る Ca
サ パ ラ ド ッ ク ス ， す な わ ち濯流溶液の Ca 什 濃度 を フ リ ー か ら正 常に 戻す と， Ca 廿 が 細胞内へ
過剰流入 し筋細胞壊死 に 至 る 現象が 骨格筋 でも起 こ るか を調 べ ， 起 こ る とす れ ばその 発現機序 は何であ る
か に つ き検討 した ． ウイ ス タ ー 系雄 ラ ッ ト横隔膜筋 を用 い ， Ca 腑 を含 まな い 溶液 くCa 廿 フ リ ー 溶液 げ潜
流後， リ ン ゲ ル 液 で再濯乱 Ca 什 プ リ ー 溶液濯流前 に 対す る変化 を， 電気生理学的方法， お よ び細胞内イ
オ ン濃度測定 に より 調べ た ． 更 に 本現象の発現機序検討の た め， 濯流溶液 に 種々の 修飾 を加 えた． Ca 廿 フ
リ ー 溶液湾流 に よる筋張力変化で は， リ ン ゲ ル 液再潜流15分後の 記録 で ， 単収縮張力 は 60 士11％ くm ea n
士S．D－I， 強縮張力は 60士10％に 低下 した． 湾流条件 を変えた場合の 張力変化を Ca廿 フ リ ー 溶液の みの 潜
流群 と比較 した 結果 で は， Ca 什 フ リ ー 溶液 へ の ウ ア パイ ン 添加， お よ び再湾流溶液に 低 Na＋ 処理 を加 え
た場合， 再濯流後 の 張力低下 は 一 層著明化 し， 再濯流中亡Na＋L－ECa 廿 コ。 交換系 に よ る細胞外Na＋ 流出，
細胞内 Ca 廿 流入機序が 示唆 され た． Ca 廿 フ リ ー 溶液濯流 句 再濯流に わた り ニ フ ェ ジピ ン を添加， また は
Ca
廿
フ リ ー 溶液 の Mg
廿 濃度 を高め た場合 に は， 再濯流後の 張力低下は阻止 さ れず， 本現象 へ の slo wCa 廿
Cha n n elの 関与は少 ない と示 唆さ れ た． Ca 骨 フ リ ー 溶 掛こ， ミ ト コ ン ド リア脱共役剤 の c a rbo nylcya nide．
p－triflu olo m etho xy phe nylhyda z o n eくFC C Pl を添加 して， ミ ト コ ン ドリ ア へ の Ca 廿 取り込み 阻止 に よ
る 張力低下 阻 止 を期 待 した が， 逆 に 張力消失．持続的筋拘締 を認め ， F C C Pに よ り ade n o sin etripho sphate
仏 T Pl過剰消費 か ら細胞崩壊 が促 され る機序が考えら れた ． 筋細胞内イ オ ン濃度は， Ca 廿 フ リ ー 溶液 に
ウア パ イ ン を添加 し本現象を強調化し た筋で， 再漂流 15分後 に細胞内 Ca 廿 増加， Na十 増加， K十 減少 を
み とめ た． Ca
廿 フ リ ー 溶液湾流直後 で は， Ca 什 フ リ ー 溶液 の み の 潜流群で細胞内 Cai＋ 減少 を認め， 低
Na＋ 処理 を加 え た Ca 廿 フ リ ー 溶液潜流群 で は， Ca 什 フ リ ー 溶液の み の潜流群 に 比 し，細胞内 Ca 骨 減少
が有意に 抑 えら れ， Ca 什 フ リ ー 溶液潜流中ENa＋j。一仁Ca 什 コ．交換系に よ る細胞外 へ の Ca 廿 流出機序が
示唆さ れた ． 以 上 よ り， 骨格筋 で も細胞内過剰 Ca 柵 流入 に よ る Ca サ パ ラ ド ッ ク ス が起 こ る こ と を明ら
か に す ると 共に ， 発現機序 と して， Ca 廿 フ リ ー 溶液濯流中で はENa＋j。－ ECa 廿 L 交換系が ， リ ン ゲ ル 液
再濯流中で は 仁Na＋コド 亡Ca一け コ0 交換系が主 役を演ずる と考え られ た．




－ Ca廿 e x cha nge system ， Slo w Ca
廿
cha n n el，
mito chondrialu n c o upler， intrac ellular Ca
i＋
o v erlo ad
遺伝性， 進行性の 筋力低下 を主徴と す る筋 ジス ト ロ あ っ て 細胞外 Ca 骨 の 細胞 内 へ の 過剰流入 が 生 じ，
フィ ー 症 くm u s c ula rdystr ophyl に お け る筋細胞崩壊 Ca
廿 依存性中性 プ ロ テ ア ー ゼ が 活性化さ れ 限定分解
成立機序の 一 つ と し て， 筋細胞膜 に 何ら か の 異 常が が 行われ ， ま た リ ソ ゾ ー ム ー カ テ プシ ン 群に よ る非限
A bbre viatio n s こA T P， ade n osin e triphosphateニ E D TA， ethyle n edia min etetr a a c etateニ
E G TA， ethyle n eglycol－bis－U，－ a min o－ ethyl etherJ N， N
，
－tetr a a C etic a cid3 F C C P， Ca rbo nyl－
Cya nide－P－triflu olo m ethoxy phenylhydr a z on e三 O C P C， 0－ C r eS Ol－ phthalein co mple x o n eニ Po，
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定分解な どが進行 し， 筋細胞壊死 に 至 る過程が考 えら
れ て い る り
21
．
し か し， 過剰 Ca
骨 流入 の 最初 の 引 き金
と な る筋細胞膜異常が何で あ るか に つ い て は， 多くの
議論がある と こ ろで ある
釣
．
本研究は， こ の点の解明 の糸口 を求 め る こ と を目的
と して， 心筋壊死の モ デ ル と して 広く研究 され て い る
t t
ca 什 パ ラ ド ッ ク ス
，， 現象の概念を導入 し検討 した．
本現象は， Zim m er m a nら
41が ， ラ ッ トの 心臓 を Ca
廿
フ リ ー 溶液で 濯流 した後， さ ら に Ca
廿 を含 む溶液で
再濯流す ると， 心 筋細胞 Ca
骨 の 増加 と共に ， 非可逆
的な筋張力消丸 著明な心 筋細胞拘縮， ク レ ア チ ン カ
イ ネ ー ス くC E．う等筋酵素の大量遊出を認 める こ と を発
見 し， 呼称 され た も の で ある． その 後， そ の 成立機序
に つ い ては， Ca
廿




多く の解析が加 えら れ てき た ．
一 方， 骨格筋 に つ い ても ， 異常 Ca
廿 流入 に よ る筋
壊死の機序 を解明す べ く， 実験的に 細胞外か ら の 非生
理的 Ca
廿 流入 を お こ す モ デ ル が作 ら れ てき た ． Ca
サ
イ オ ノ フ ォ ア A 23187
5I
， 塩酸プ ビバ カイ ン
61
， リ ゾレ シ
チ ン7月こよ る 筋細胞処理 や ， タ ン グ ス テ ン線穿刺 に よ
る膜破壊等81が そ れで あ る． しか し， い ずれ も薬理 学
軌 機械的修飾 を必要とす る も ので あ っ た ． そ こで ，
これ らの修飾な し に細胞内異常 Ca
廿 流入 をも た らす
方法 と して， 既述の Ca 廿 パ ラ ド ッ ク ス 現象が有用 と
考え られ る． しか し， 骨格筋で も 心筋同様 に本現象が
お こ り う る か が 問題 と な る． Ca rpente rら9l， Soz a
ら1 011 1鳩 ， 骨格筋で も お こ りう る と報告 して い るが ， 彼
ら は 大量 の ethylen edia min e tetr a a c etate くE D T A
l ． ethyle n eglycol－bis－く月 － amin o． ethyletherl N， N
，
－
tetra a c etic a cidくE G T Alを併用 して 成功 して お り，
これ らキ レ ー ト剤に は， 膜結合 Ca 什 に 対す る キ レ ー
ト作用1 21， Na＋ －Ca 廿 交換 系促進作 用1 31， お よび Na
＋
等の イ オ ン の 細胞膜透過性 を高 める作用 川 が あ る こ と
を考 えれ ば， その 二 次的影響 に よる修飾 は無視 で き な
い と 思わ れ る．
本研究で は， Ca
廿 フ リ ー 溶 液作製の た め に は 最少
限度の E G T Aく0．1 m Ml 添力朋子と どめ て， ラ ッ ト横隔
膜筋を処理 し， 筋張力変化お よび筋細胞内イ オ ン 濃度
変化 を指標と して， 骨格筋 に お ける Ca
廿 パ ラ ド ック
ス 現象 を定量的に 評価 す る と共 に ， 一 部， 心筋の それ
と は異な る膜の イ オ ン 透過機構 を解析 し， 筋 ジス トロ
フ ィ ー 症類似 の Ca
廿
．indu c ed m yopathy の 引き 金と
なる細胞膜 の病態に つ き検討 を加 え考察 した．
材料お よ び方法
工 ． 動 物
雄 ウイ ス タ ー くW ista rl ラッ ト く250へ 300gl より
横隔膜筋標本を得， 下記溶掛 こて 湾流 し た．
工1 ． 濯流溶液
リ ン ゲ ル 液組成は ， 122m M NaCl， 4 ．7m M KCl，
15．5 m M NaH C O3， l．2 m M MgC12 ， 1 ．2m M
K H2P O4， 2．6 m M CaC12， 11 ．5 m M glu c o s e， PH 7．4
と し た． Ca
廿 を含 ま な い リ ン ゲル 液 く以下 Ca 什 フ
リ ー 溶液う は， 上 記 リ ン ゲ ル 液か ら CaCl2 をの ぞき，
さ ら に 0．1 m M E G T A を添加 した． Ca．什 フ リ ー 溶液
中の Ca 骨 濃度 に つ い て は ， E G T A末添加状態で ， 0．
c re s ol－phthalein c o mple x o n eくO C P Cl 法 に て 0．O
m gノdl を確認， 従っ て E G TA O－1 m M を添 加す る こ
と に よ り， 10－8M 程度に 低下 する と推定 した1 引 用 ． さ
らに こ の Ca
什 フ リ ー 溶汲， リ ン ゲ ル 液 に 種々 の 処理
を加 え， 表 1 に 示 す順序 で 筋標本 を連流 し た． この う
ち 低 Na＋ 処 理 を 加 え た 溶 液 に は サ ッ カ ロ
ー ス
くsu c r os el 溶液を添加 して 浸 透圧 を調整 し た． ま た ニ
フ ェ ジ ピ ン くnifedipin el は1 mgノ mlの 割合 で エ タ
ノ ー ル で 溶解 くエ タ ノ ー ル 添加は 筋張力 に 影響を与え
な い こ と を確認1 7り， リ ン ゲ ル 液 で 最終濃度 を 頼 M
と した1鋸
．
なお 各港流液 は， ガ ス く02こ C O2 ニ 95二 5さ
負荷， 37
0
C の 一 定温度下 に お い た ．
HI． 電気生 理 学的検討
横隔膜筋標本 く乾燥重量20へ 33mgン を リ ンゲ ル 液
で 濯流 く表 1， pe rfu sio nll しつ つ 等尺性筋張力計に
セ ッ ト， 最大単収縮張力が得ら れ る静止 時張力と し，
白金電極 く筋全長に わ た り同時刺激 の た め板電極とし
たl に よ る最大刺激 く0．5m secl に て筋直接刺激 くd－
ツ ボ タ ラ リ ン 10メgノml添加 で 筋内神経刺激 の 可酸性
除却 し， 単収縮張九 166 Hz 反復刺激 に よる強縮張
力 を記録 し た ． ひ き つ づ き， 表 1 の 2 句 7 の 漂流
くpe rfu sion 2， 31 を行 い 経過中単収縮張力を記録， 強
縮張力に つ い て はリ ン ゲ ル 液再漂流 くpe rfu sio n3115
分後の み 記録 した ． 諸処理 に よ る張力の 変化は， 処理
前張力 く100％うの ％で表現 した ． な お ， 本実験に要す
る 30分間 くpe rfu sio n 2＋3l， 筋標本 を リ ン ゲル 液の
み で湾流 した 場合， その 前後 で 張力の 変化 はな い こと
を確認 した く表1， 表2－1う． ま た． 細胞 内電極法を
用 い ， 横 隔膜筋の 直接刺激に よ る誘発 筋活動電位お よ
び静止膜電位 を， 処 理前， Ca
柵 フ リ ー 溶液濯流中， リ
m a xim um tetanic for ceニ Pt， m a Xim um twitch for c ei Pv． ， pr Obability v e
rs usi R S， Ringer
s olutio n．
骨 格筋の Ca 什 パ ラ ド ッ ク ス に 関す る研究
ン ゲル 液再濯流中で そ れ ぞれ 記録 した．
1V． 筋細胞 内イ オ ン濃 度測定
Ca
什 フ リ ー 溶液濯流後リ ン ゲ ル 経 で再濯流 し た群
く表1p21， ウ ア パ イ ン くo u abainl添加 Ca．什 フ リ ー








＋ 濃度 をリ ン ゲル準で
30分間湾流 し た対照 筋 く表1 － い の それ と 対比 し
た． さら に ， Ca
什 フ リ ー 溶液 15分間潜流直後， リ ン
117ニう
ゲル 液 で の 再湾流 に 移ら な い 時期で の 筋細胞内イ オ ン
変化に つ い て ， Ca 廿 フ リ ー 溶液濯流群 く表 1 － 8う，
低 Na十 処 理 を 加 え た Ca 廿 フ リ ー 溶 液 濯流群 く表
1－91， ウア パ イ ン 添加 Ca 什 フ リ ー 溶液濯流群 く表
1－10ユ を対照群 く表1 － い と比較 した． イ オ ン濃
度測定 に つ い て は， ま ず濯流後の 筋標本 を直ち に 0．4
M サッ カ ロ ー ス ．1 m M E G T A．10m M トリス緩衝液
くp王i 7．4， 0 へ 2
0
cう で 洗浄， つ い で 濾紙 で プ ロ ッ ト，
Table l
I Su m m a ry of e xperim e ntalgr o ups a nd s equ e n c e ofperfu sio ns
Gr o up Perfu sionl Perfu sio n2 Pe rfu sio n3
1． RS
2 ． R S
3． R S
4 ． R S







Ca刃イr e e s olutio n十E G T A
Ca甘イre e s olutio n十E G
＋ nifedipin eく4 FLMI
Ca什qfr e e， high Mg
i＋
く12 m MJ
SOlutio n十E G T A
Calしfre e s olutio n十 E G T A
＋ o u abainく1．7x ICr ．1 MI
Ca＋しfr e e s olutio n十 E G T A
Ca龍 一fre e s olutio n十EG T A
＋F C C Pく0．5 FLMナ
Cal＋－fre e s olutio n十E G T A
Ca廿 －fre e，lo w Na＋く22．5 m MI
SOlutio n＋ E G T A
Cail－fre e s olution＋EG T A
＋ o u abainく1．7xlO仙4 MJ
R S， Ringer s olutio nニ E G T A， ethyleneglyc oトbis－くJl－a mino － ethyl etherl
N，N
，
－tetr a a C etic a cidニ FC CP， C arbo nylcya nide－P－trifluolom etho xy－
phe nylhydra z o n eこ 密 ， Pe rfu sio n3 w as n otdo n e．
Table 2． C hange S Of contra ctile pr operties afte rv ario u spe rfu sio n s of m u s cle
E













































くnこ 5J N ．S．
くn 二 5う 0．0 1
くn こ 7ン 0．01











Nu mbe rs of e xperim e ntalgr o ups c o rr espo ndto tho s ein Table l－ For c es e x－
pre ssed asper c e nt oftho se r e c o rded prl O rtO the Ca
州
－fre e pe rfu sio n． Po， m a Xi－
m u mteta nic fo rc e三Pt， m aXim u mtwitch for c ei Pv． Group2． ， Statistic alc o mpari．
SOn Ofthe m e a n swith Gr o up 2． a chie v ed by Du n can
，
s m ultiple c o mpa riso ntest，













































































































































































































































































































































































骨格筋の Ca 什 パ ラ ド ッ ク ス に 関す る研究
この 操作 を 4 回繰 り返 した． な お ， 洗浄綾中の E G T A
添加く1m Ml に つ い て は， 細胞 外液 の Ca 骨 濃度 を
10
－ 8 M 以下に し19I， か つ 膜の 外向き電流に 影響 をあ た
えな い
2 01濃度と した． 次に 筋肉片を 140
0
C に て 60時間
乾燥， 硝酸 を加 え加熱分解後， 誘導結合プ ラ ズ マ 発光










得られ た デ ー タ は 平均値士 標準偏差 くM e a n士S．D．
I で表した． 3群以 上 の 平均値 の 差の 検定 は， 分散分




車 フ リ ー 溶液海流に よ る 電 気生 理 学的変化
く図1， 図2 ． 表2－21
骨格筋に お い て も パ ラ ド ッ ク ス 現象 が起 こ り う るか
















指標と して 検討 した． 筋収縮張力に つ い て は， リ ン ゲ
ル 液再湾流15分後 く表1 － 21 に お ける単収縮張力
くm a xim u mtwitch fo r c e，Ptl は， 処理前の 60 士11％
に 低下， また 強締張力 くm a xim u mteta nicforc e，Pol
も処理 前の 60士10％に 低下 した くpく0．01ニ n ニ 15プ．
再濯流後 の 時間経過 と共に ， 張力低下の 程度が変化す
る か を調 べ るた め， 単収縮張力の 経時的変化を追 っ た
く図 2ユ． その 結果， リ ン ゲ ル 液再濯流後 1分日 で は処
理 前の 61 士9％と 低下 し た が， 以 後 5分日 で は 58士
9％， 10分日 で は 59 士11％と， 再湾流後い ずれ の 時期
を比 較 し て も， 有意の変化 はみ られ な か っ た くn こ 15
う． した が っ て， 骨格筋に お ける パ ラ ド ッ クス 現 象は，
再湾流後 1分目ま で に 完成す る と予想さ れた． 活動電
位 は， Ca 廿 フ リ ー 溶液潜流後半お よ び リ ン ゲ ル 液再
潜流1 5分日 に ， 振幅の 低下 ．持続時間の 延 長が み られ
た く図 1う． 静止 膜電位 ほ， 処 理 前の － 77士2．3m V
くn ニ 20っ か ら， Ca 什 フ リ ー 溶液濯流 1 へ 5分目 に －
66士6． 1 m V くn ニ 20つ， 10旬 15分 目 に － 55 士8． m V
妄 5 1 n ，去 ，n ， く ，0 15 2 0 2 5 3 0
Tim eくminl
Fig－ 2． ChangeS Of twitch during the Ca
廿
．fre e period and the reperfu sion period． Fo rc e s a r e
expr es sed a spe rc e nt ofthos e r ec o rdedprio rtothe Ca
甘





fre eperfu sio nli O － 0 ， Gr o up3．くaddito n ofnifedipin el．
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くn ニ 20う と脱分極化 を示 した くpく0．01う． リ ン ゲ ル 液
再湾流後 5 旬 10分目 の 測定 で は － 82 士4．5 m V くn 二
抽 と過 分極 に 傾い た が くpく0．01う， 10句 15分目 に
は － 61 士4．3m V くn 二 8っ と 再 び 脱分極化 を 示 し た
くpく0．01H 図1つ．
I王
． 潜流液条件 を変 えた場合 の 筋収縮力変化
1 ． ニ フ ェ ジ ピン く4ノ上伸 添加で処理 した場合 く図
2， 図3， 表 2 － 3う
Ca
什 フ リ ー 溶液湾流中， お よ びリ ン ゲル 液再濯流
中に ， Slo w Ca
廿
cha n n el の関与が ある か を調 べ る た
め に， Ca
什 桔抗剤の ニ フ ェ ジ ピ ン1 8埠 Ca
廿 フ リ ー
溶液潜流 へ 再湾流に か けて添加 した． 結果は， リ ン ゲ
ル 液再濯流 15分後 く表 1 － 3うの単収縮， 強縮張力 は
それ ぞれ 処理前 の 65 士13％， 58 士 6％ くn ニ 引 を示 し，
Ca廿 フ リ ー 溶液 の み の処理 群 と の 間に 有意差 を認 め
なか っ た ． また ， リ ン ゲ ル 液再港流直後か ら 15分目ま
で経時的に単収縮張力変化に つ い て測定 した結果 も，
Ca 什 フ リ ー 溶液 の み の 処 理 群 と 有意善 が な か っ た
く図2つ． した が っ て ， Ca
什
フ リ ー 溶液濯流中， お よ び
リ ン ゲ ル 液再港流中の い ずれ の 時期 に も ， 本現象 は
Ca
什 招抗剤 に よ る影響を受 け ない と判断され た．
2 ． 高 M g
甘 く12m Ml ． Ca
廿 フ リ ー 溶 液 で 処 理
した場合 く図4， 表 2 － 4う
Ca 廿 フ リ ー 溶液濯流中， Slo w Ca
廿
cha nnelの 関
与 が あ る か を 調 べ る た め， Ca
鯖 フ リ ー 溶 液 に slo w
Ca 廿 cha n n el ブロ ッ カ ー と して働 く M g
廿 2いの 洩度
を高め る処理 を加え た． 結果 は， リ ン ゲ ル 液再濯流15
分後 く表1 － 4う の 単収縮， 強縮張力は それ ぞれ処理
前の 65 士12％， 67士 6％ くn こ 5うを示 し， Ca
廿 フ リ ー
溶液の みの 処理群 との 間 に有意莞 を認め な か っ た ． し
た が っ て， Ca
冊 フ リ ー 溶 液 濯 流 中 slo w Ca 廿
cha n n el を ブ ロ ッ ク す る操作 を行な っ て も， 本現象は
影響を受け な い と判断さ れ た．
3 ． ウア パ イ ン く1．7XlO
－ 4 Mン 添加 で 処理 した場
合 く図 5 ． 表 2 － 5う
ーリ ン ゲ ル 液 再濯流中， ENa＋L－ECa 廿 コ。 交換系が作
動 して い るか を調 べ る た め， Ca
廿 フ リ ー 溶液中に ，
くNa＋ － K＋l A T Pa se活性阻害剤である ウ アパ イ ン 細 を
添加 し た． その 結果， リ ン ゲ ル 液 再濯流 15分後 く表
1 － 51の 単収縮， 強締張力 は それ ぞ れ 処理前の 21 士
8％， 27 士2％ くn ニ 5うと， 筋張力低下 は Ca
廿 フ リ ー
溶 液 の み の処 理 群 に 比 し， 一 層著 明 と な っ た く共に
pく0．01う．
4 ． 低 Na＋く72．5 m Ml ． 正 常 Ca
骨 溶液 で 濯流し
た 場合 く図6 ． 表 2 － 6プ
リ ン ゲ ル 液再漂流中， 亡Na＋コ．．LCa
廿 コ0 交換系が作
動 して い るか を調 べ るた め， 再濯流溶液 に 低 Na
＋ 処理
を加 え た． そ の 結 乳 低 Na＋ ． 正常 Ca
廿 溶液で の再
Gr o up 3．
Ca
＋
－fre epe rfu sio n a nd
r eperfu sio n withnifedipin eく4 p醐
ユごO g
4 0 0m s e c
Fig． 3． Ca
廿
－free pe rfu sio n a nd r epe rfu sion withnifedipin eく4
FLM HGro up3． in Tablel － Te n sio n sre c o rded prio rto the
Ca
廿
．fr e eperfu sio n a re sho w n on the left side， a nd tho se
after15－ min ute r epe rfusio n with Ringe r solutio n a r e sho w n
O nthe right side．
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潜流15分後 く表 1
－ 61の 単収縮 ， 強締張力は それ ぞ 5 ． F C C Pく0．5JLM ト添加 Ca 廿 フ リ ー 溶液 で処理
れ処理前の 33士12％， 34士13％ くn ニ 7っ と， Ca
廿 フ した場合 く図7 ． 表2 － 7ユ
リ ー 溶液の み の 処理 群に 比 して 張力低下 は著明 であ っ ミ ト コ ン ド リ ア へ の Ca 廿 取 り込 み 阻害 に よ る パ ラ
た く共に pく0．0い． ド ッ ク ス 現象阻止効果 を期待 して， ミ トコ ン ド リ ア脱
Gr o up 4．
Pe rfu sjo n with Cg －fr e e，
high Mg り2 m MI s olutio n
H
4 0 0m s e
Fig．4． Pe rfu sio n with Ca
廿
，fr e e， highM g
甘 く12m MIs olu ．
tio nくGro up4．in Tablel ． Arr ange m entOf right－ and．leftis
the s a m e a sthatin Fig． 3．
Gr o up 5．
C占
一
－fr e epe rfu sio n wit h





400 m s e c
Fig． 5． Ca
＋r
．fre e perfu sion with o u abain く1．7XlO
－ 4 Ml
くGr o up5． in Tablell． Ar r ange m e nt Ofright－ a nd－1eftisthe
S a m e a Sthatin Fig．3．
1178 橋 井
共役剤で ある FC C P を Ca 廿 フ リ ー 溶 液中 に 添加 し 5 ％ くn ニ 3iに 低下 した ．
た
．
その 結果， リ ン ゲ ル 液再濯流 15分後 く表 1 － 71， m ． 覇細胞内イ オ ン 濃度と その 諸処 理 に よ る変化
静止張力は 8 句 10g と上昇 く拘綿状態1 す る と共 に ， 1 ． リ ン ゲ ル 液再濯流 15分後 の 筋細胞内イ オ ン洩
単収縮， 強緒張力 はそれ ぞれ処 理前 の 3 士 3％， 7 士 度変化 く表 31
Gr o up 6．





け2．5 m MI s olutio n
とO g
4 0 0m s e c
Fig． 6． Reperfu sio n with n o r m al Ca
廿
，
low Na＋ く72．5 m MI
s olutio nくgr o up6． in Tablel ， Arr a nge m e nt ofright－a nd －
1eftis the s a m easthatin Fig， 3．
Gr o up 7．
C才 一fr e epe rfu sio n wit h
F C CP く0－5 〆MI
とO g
4 0 0m s e c
Fig． 7． Ca
廿
．fr e eperfu sion with FC CPく0．5FLMl くgr o up7－ in
Tablell． Arr a nge m entofright－ a nd－1eftisthe s a m e a sthat
in Fig． 3．
骨格筋の Ca サ パ ラ ド ッ ク ス に 関す る研究
骨格筋 に お い ても ， パ ラ ド ッ ク ス 現象は細胞内へ の
Ca
什 過剰流入 に よ り 発 現 す る か を 調 べ る 目 的で ，
Ca
廿 フ リ ー 溶液濯流毒乳 リ ン ゲ ル 液 で再濯流 した群
くパ ラ ド ッ ク ス 筋フ， ウ ア パ イ ン添加 Ca
廿 フ リ ー 溶液
潜流後， リ ン ゲ ル 液 で 再清流し た群 くウア パ イ ン添加
パ ラ ドッ ク ス 筋， お よ び対照筋の間で筋細胞内イ オ ン
濃度変化を比 較 した く表 1－1， 2， 5フ． その 結果，
パ ラ ドッ ク ス 筋は対照筋と比 較 して ， い ずれ の イ オ ン
濃度に も差 を認め なか っ た ． しか しウ ア パ イ ン添加 パ
ラド ッ ク ス 筋で は， 対照筋に 比 し細胞内 Ca 廿 の増加
h ニ 8， pく0．01l， Na
＋ の 増加 くn ニ 8， pく0．01I， K＋
Table 3． Totaltiss u e c onte nts of Ca骨 ， M a甘，
with R inge r solutio nく15minI
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の減少 くn ニ 8， pく0． 腑 を認め た．
2 － Ca 骨 フ リ ー 溶液濯流直後の筋細胞内イ オ ン 沸
度変化 く表4う
Ca
廿 フ リ ー 溶液湾流中仁Na＋コ0 一仁Ca 廿 コ． 交換系 を
介 した 細胞外 Ca廿 流出機序 が作動 してい る か否 か を
明 らか に す る た め， Ca 廿 フ リ ー 溶液潜流直後 で の 筋
細胞内イ オ ン 濃度変化に つ い て， 対照群， Ca 廿 フ リ ー
溶 液 の み の 処 理 群 くCa 廿 フ リ ー 溶 液 群う， 低 Na＋
く22．5m Ml ． Ca 十ト フ リ ー 溶液で処理 した群 く低 Na＋
処理 群うの間で比較 した く表1 － 1， 8， 91． その 結
果， Ca 廿 フ リ ー 溶液群で は対照群 に 比 し， 筋細 胞内
Na＋ ， a nd K＋くJLm Ol gdry wtl， after repe rfu sio n
Co ntroI Expe rim e ntal pv．






8．3士0．4 2． Ca＋ －fr e eperfu sion
5． Ca＋しfr e e＋o u abain
38士1．5 2． Ca
廿
－fre eperfu sio n
5． Ca甘 ．fr e e十O u abain
100士7 2． Ca甘一fr e eperfu sio n
5． Ca甘 －fr e e＋o u abain
254士17 2． Ca＋ ，fr e epe rfu sio n

















Nu mbe rsof e xperim entalgro ups co rre spo nd to tho s ein Table l． Pv ． c ontr ol， Statistic alc o m－
pa ris o n ofthe m e a n s with c o ntr ola chie v ed by Du n c a n
，
s m ultiple c omparis o nte st． Ea ch v alu e
repre se nts m e a n士S．D．．
Table 4． Totaltiss u e c o nte ts of Ca．＋， M gl Na＋ ， a nd K＋くJLm Ol g dry wtJ，im m ediately
after Caサイre eperfu sio nく1 5minJ
Co ntr oI Experim ental Pv． Pv ．





K 十 254 士17
8． Ca甘 －fre epe rfu sio n
9． Ca什 －fre e＋lo w Na＋
10． Ca＋トーfr e e＋ o u abain
8． Ca丼fr e eperfu sion
9． Ca什 －fr e e＋lo w Na十
10． Ca甘－fr e e十 O uabain
8． Ca柵 一fr e epe rfu sio n
9． Ca廿 －fr e e＋lo w Na＋
10． Ca
州
－fr e e＋o u abain
8 ． Ca骨 －freeperfu sio n
9． Ca＋．free＋low Na＋
10． Ca骨 －fr ee＋ o u abain
5．9士0．6 くn こ71
7．3士1 ，0 くn こ7ナ











































Nu mber s of expe rim e ntal gr o ups c o rr espo ndto tho sein Table l．
Pv ．， Statistic alc o mparis o n ofthe m e an S a Chiev ed by Du n c a n
，
s m ultiple c om paris o nte st． Ea ch
V alu e repres e nts m e a n士S ．D． ．
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Ca
什 減少 くn ニ 7，pく0．01 を認め た． 一 九 低 Na
＋
処理 群で は筋細胞内 Ca
什 濃度は 対照群 に 比 し軽度の
減少 くn ニ 7，pく0．051が み られ た が ， Ca
廿 フ リ ー 溶液
群 に 比 べ る と有意 に 減少 が お さ え ら れ て い た くpく
0．01． そ して筋細胞内 Na＋ 濃度は対照群 に 比 し減少
くn 二 7， pく0．01 を認めた ．
な お ， 前述 の ウ ア パ イ ン 添加 で 処 理 し た場合 く図
5 一 表2 － 5さ， ウ アパ イ ン 添加 ． Ca
廿 フ リ ー 溶液潜
流中， 細胞内 Na＋ 濃度が確か に 増加 し てい る か 否 か を
明らか に す る た め， Ca
骨 フ リ ー 溶液濯流直後 で の 筋
細胞内イ オ ン 濃度変化に つ い て ， 対照群， Ca
廿 フ リ ー
溶液群， Ca
仲 フ リ ー 溶液に ウ ア パ イ ン を添加 した辞
け ア パ イ ン添加群う の間で比 較 した く表1
－ 1， 8，
10う． その 結果， ウ アパ イ ン 添加群 で は， 筋細胞内 Na
十
濃度は 対照群に 比 し増加 くn ニ 7， pく0．01l， Ca
廿 フ
リ ー 溶液群 に比 べ て も， 有意 の増加 くpく0．01うが 認め
られ た ． そ して筋細胞内 Ca
什 濃度 は対照群 に 比 し減
少 くn ニ 7， pく0．01h K
＋ 濃度 も 対照群 に 比 し減少
くn ニ 7， pく0．01フ が み られ た．
考 察
Ca
廿 パ ラ ド ック ス に お け る 過剰 Ca
什 流入 の メ カ
ニ ズム に つ い て は， 心筋 では 多く の 研究が あり， リ ン
ゲル 液再津流時の Ca
廿 流入経路と して， 主 に 次 の 5
つ が 考え られ て い る細 ． 第 1 は， Ca
廿 フ リ ー 溶液濯流
時に 膜結合 Ca
柵
の 減少に よ り， 基底膜内で の 剥離が
お こ り， こ れ に よ る Ca
廿 過剰流入 が お こ る とい う仮
説瑚 珂 で あ る． こ の考 え 方 は， 低 温下
2 612 71
， n e O n at l
hea rt細 ， お よ び Ca
廿 フ リ ー 溶液 に 少量の Ca
廿
を添
加 した場合 細 に ， パ ラ ド ッ ク ス 現象が抑 え られ る と 同
時に ， 基底膜内の 剥離 も阻止 され た等 の報告に よ り裏
付 け られ てい る． しか し， Ca
廿 フ リ ー 溶液中 へ の 二 価
イ オ ン 添加 に よ り， 基底膜内の 剥離は阻止 され て も，
パ ラ ド ッ ク ス 現象は抑え られ な か っ た と の 報告
3 0削 も
あり， 本機序だ けで は Ca
廿 過剰流入 の原因の す べ て
を説明 し得 な い と考 え られ る． 第 2 は， Slo w Ca
廿
cha n n el を介 して の Ca
廿 流入 説で ある ． こ れ は， リ ン
ゲ ル 液再濯流時に Ca
廿 桔 抗剤 を 添加 す る こ と に よ
り， 一 時的に Ca 廿 の 細胞内流入 32I， 心筋障害の指標 で
あ る蛋白遊離 ． ミ オ グ ロ ビ ン 遊離3 2Iま3I， 及 び A T P．
cre atine pho sphate sレ ベ ル の 低下3
4再 61が抑 え られ た
と の結果 に 基づ く． しか し， こ れ ら の 結果 は ほ とん ど
が， リ ン ゲ ル 液再濯流後 1 へ 3分ま で で あり， こ れ 以
後は Ca．什 指抗剤非添加群 との 間に 有意差 は み られ て
い な い ． さら に， Slo w Ca－什 cha n n el は細胞内 Ca什
増加に よ り不溶性化さ れ る性質抑 が あ る こ と とあわ せ
て， Slow Ca
廿
chan nelを通 っ て の Ca ＋r 流入 は， リ
ン ゲ ル 液再濯流後の 初期 に 限ら れ る と考 えら れる． ま
た， Ca
廿
指抗剤の う ち ベ ラ バ ミ ル や ジ ル チ ア ゼ ム に
は， Na＋ 電流 に 対 して も抑制作用 が あ る こ と3 郎， Ca外
桔抗 剤を リ ン ゲ ル 液 に 添加し ても 無効 と の 報告瑚 がみ
られ る こ と よ り， Slo w Ca
什
cha n n el が Ca
廿
流入の
主 経路と は考 え に く い ． 第 3 は， ENa＋L－ ECa i＋コ。交
換系 を介 して の Ca
惰 流入 試 で あ る． す な わ ち Ca せ
フ リ ー 溶液濯流中 に細胞内 Na＋ は増加， Ca
朴
は減少
し4 01， つ い でリ ン ゲル液で再濯流すると，仁Na＋コ．－ECa叶 コ。
交 換 系 を 介 し て 細胞 内 へ の Ca
廿 過 剰流入 が お
こ る と い う考 え方で あ る4り4 2I． と く に Ca
廿 フ リ ー 溶
液濯流中の 細胞内 Na＋ 増加 は， 本現象発現 に 重要とさ
れ て お り ， こ の磯序 と して は， Ca
廿
cha n n el を通 っ て
の Na＋ 流入 瑚 ， 亡Na＋j。－ LCa 竹 コ． 交換系 に よる Na＋
の 流入1 61， お よび くNa＋ －K＋IA T Pas eの 活性低下によ
る Na＋ の細胞外排出障害 仰 が 想定さ れ て い る． Ca 什
chan n el を通 っ ての Na＋ 流入 は， 細胞外液の Ca
什 濃
度が 10
－ 6 M 程度 に 減少す ると 出現す る現象で あり
21I
，
骨格 筋に お い ても み られ る 欄 ． 心 筋で は Ca
f－ フ リ ー





chan nel阻害剤の テ ト ロ ド トキ シ ン
くtetr odoto xin1461を Ca 廿 フ リ ー 溶液中 に 加え ても細









廿 フ リ ー 溶液 に 添 加す る こ と に よ り，
細胞内 Na＋ 増加が 阻止 さ れ た こ と 欄 等で 裏付けら れ
て い る
．
ま た， リ ン ゲ ル 液再濯流時にENa＋L－ECa
什 コ。
交換系が働 い てい る こ と を示 す 結果と して ， Ca
什 フ
リ ー 溶液濯流時に ウ ア パ イ ン を 添加 し て 細胞内 Na
＋
を 増加 さ せ る操作 刷4 8や ， リ ン ゲ ル 液再濯流時に 低
Na＋ 処理 を 加 え て 細胞外液 の Na＋ を 減少 さ せる 操
作3別に よ り パ ラ ド ッ ク ス 現象 は顕著化 し，
一 方Ca廿
フ リ ー 溶液濯流時 に 低 Na
十 処 理 を 加 え る 操作1 613 冊
に より パ ラ ド ッ ク ス 現象が 阻止 され る こ と があ げられ
る
．
しか しリ ン ゲ ル 液両港流後， 細胞内 Ca
什 増加に
お くれ て ， 細胞内 Na十 増加 ． K＋ 減少が み と められる
現象3 2I 瑚は， 仁Na＋コ．一 にa 廿 コ0 交換 系に 矛盾する． そ
こ で ， 第4 と し て pa s siv ediffu sio nに よ る Ca
什 流入
説 相 が あ げ ら れ る ． こ れ は， 前 述 の slow Ca
什
cha n n el， お よび 仁Na＋j．－ LCa
州 コ。 交換系 を介し ての
Ca
廿 流入 が リ ン ゲ ル 液再濯流の 早期 に お こ る現象で
ある の に 対 して ， 後期 に 出現 す る現象と して と らえら
れ て い る 抑 ． す な わ ち リ ン ゲ ル 液再湾流の早期にCa
什
が 過 剰 に 流 入 し ， ミ ト コ ン ドリ ア は Ca
骨 を取りこ
む た め に A T P を過剰 に 消費 し4り， ま た ミ ト コ ンドリ
ア自体 も破壊さ れ る4射 ． さ ら に ， Ca
廿
－AT Pa se活性
化50，， ミオ シ ン A T Pa se活性化4い ， 筋小胞体 へ の Ca
廿
骨格筋の Ca 什 パ ラ ド ッ ク ス に 関 する 研究
取りこ み 49Iが 進行 し， こ れ ら に 際 し て も A T P が消費
される ． Grin w ald ら
4 11は， こ れ ら A T P消費に よる H＋
増加5 りが細胞質内酸性化 を も た ら し， つ い で 内 因性
フ ォ ス フ ォリ パ ー ゼ が 描性化さ れ る52I可 能性 を指摘 し
て い る ． こ の E
十 増 加 あ る い は Ca 廿 自 体 に よ る53I
フ ォ ス フ ォ リ パ
ー ゼ 活性化， Ca 骨 依 存性中性プ ロ テ
ア ー ゼ活性化54J， A T P枯渇， そ して 拘縮5 51な どに よ り，
細胞膜は機能的 に も 形態的に も障害 され3 1I3 2I， pa S Sive
diffu sio nに よ り Ca
廿
， Na＋ の細胞内乱入， K十 ， M g什
の 細胞外流出が も た ら さ れ る と い う 考 え方で あ る．
第5 と して 異 常部位 か ら の Ca
什 流入 ， す な わ ち
inte rc al ted dis cに お け る細胞間結合が失われ ， こ こ
か ら Ca
廿
が流入 す る可 能性5 6j， お よび イ オ ン選択性
cha n n el が Ca
什 フ リ ー 溶液潜流中 に 障害 され て， こ
こから Ca
竹 が 流入 す ると い う仮説4 1が あ げ ら れ て い
る
． 前者の 細胞間結合障害説を支持す る結果 と して ，
培養心 筋細胞 で は パ ラ ド ッ ク ス 現 象が 阻止 さ れ る こ
と5 7潮 ， ウア パ イ ン を Ca
廿 フ リ ー 音容液湾流前の み に
添加する と， 細胞間結合が維持さ れ る と共 に パ ラ ド ッ
ク ス 現象も 軽減 す る こ と5 91が あ げら れ る
．
しか し，
inter c alated discの 細胞間結合解離 の 程度 と パ ラ ド ッ
ク ス現象の 程度と は相関 しな い 町 な どの 報告か ら，Ca 廿
流入 の 一 次 的原因 と は考 え に く い 引封
．
なお リ ン ゲ ル
液再潜流時の 細胞内 Ca 什 増加 に は ， Ca 骨 の 細胞質
内か ら排出障害 も関与 して い る と報告叫 も ある． した
が っ て， 心 筋の パ ラ ド ッ ク ス 現 象に お ける細胞内 Ca 廿
増加の 主 体 は ， 細 胞 外 か ら の 過剰 Ca 廿 流入 で あ
り， 早期 に は主 と してENa＋j．－ECa 腑 コ。 交換系， 後期
には主 と して pa ssiv ediffu sio nが関与， こ れ に 形態学
的膜異常と し て の 基底膜内の 剥離や細胞間結合解離が
修飾を加 える もの と 考え られ る
．
本研究は， こ れ ら心筋 に 関す る諸現 象と そ の 解釈 を
ふ ま え， 骨格筋に つ い て検討 を試み た
．
ま ず， ラ ッ ト
横隔膜筋 を用 い 等尺性単収縮 張力くPtI， 強縮張力くPoJ
変化を指標と し， Ca 廿 フ リ ー 溶液濯流後， リ ン ゲ ル 液
で 再濯流す ると ， 張 力は それ ぞれ 潜流前対照 く表 2－
い と比 べ ， Pt，Po 共低下 く図1 ． 表 2－2う みと め，
骨格筋で も Ca 廿 パ ラ ド ッ ク ス が 起 こ り う る こ と を明
らかに した
． 本現象 は， くNa十 － K＋lA T Pa se活性阻害
剤で ある ウ ア パ イ ン 細 を添カロく表 1－5う して， Ca 什
フリ ー 溶液濯流中に 細胞内 Na＋ 濃度 を高 め た り く表
4 二Na＋ im m ediately afte rCa
廿
－fr e e＋ o u abainl，
あるい は低 Na＋ ． 正 常 Ca 什 溶液で 再 濯流 し く表1 M
6l， ENa＋L一 仁Ca 什 コ。 交換系を介 した Na十 細胞外流
出，Ca 什 細胞内流入 を強調す る こ と に よ り， 一 層顕著
化する こ とが で き た く図5 ． 表 2 － 5， お よ び 図6 ．
表2 － 6L 筋イ オ ン 濃度も， ウア パ イ ン 添加で 強調 し
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た 筋 で は Ca 廿 増 加 を 伴 っ て い た く表 3 ニCa 廿
afte rCa
什
－fr e e＋ o u abainl． な お ， ウア パ イ ン で 修飾
しな い 筋 に お い て は， 生理 学的指標で は パ ラ ド ッ ク ス
現 象の 成立 を認 め たも の の ， 筋イ オ ン濃度 に有意 な変
化を見出 し得な か っ た く表 3こ Ca 什 afterCa 廿 －fr e e
pe rfu sio nlの は， イ オ ン測定法の技術的限界 に よ る定
量的問題に よ る も の と推察 され る． さ ら に ， Ca 廿 フ
リ ー 溶液港流直後， リ ン ゲル 液再清流直前の 時点で筋
細胞イ オ ン 濃度 を測定す ると ， 細胞内 Ca 廿 減少 を認
め た く表 4 二im m ediately after Ca
廿
．fre e per．
fu sio nl， ウア パ イ ン 添加筋で は細胞内 Ca 廿 減少 に加
え， 有 意 の Na＋ 増加 を認 め た く表 4こim m ediately
afte rCa
什
－fr ee＋ o u abainl． Ca廿 フ リ ー 溶液濯流中
の 電気生理学的指標は， 静止膜電位脱分極化， 活動電
位振幅低下．持続時間の 延長を示 し く図 1J， 細 胞 内
Ca 廿 減 少 に よ る くNa＋ － K＋J A T Pa s e活 性 の 低
下2 3湘 ， そ し て こ れ に よ る Na十 － K＋ ポ ン プ の障害6りが
想定され た． ま た リ ン ゲ ル 液再濯流中の 電気生理学的
指標で は， 心筋の 場合 嘲 と 剛乱 そ の 静止膜電位 は初期
過分極の 後， 15分目ま で に 脱分極化 を示 し た． 初期 の
過分極化 に つ い て は， 細胞 内 Ca 心 増加に よ り Ca 骨
a ctiv ated K十 chan nelが 開口 して K＋ が 細胞外 へ 流
出6 2ン， また はLNa＋L－LCa 惰 コ。 交換系を介し て Na＋ が
細胞外 へ 流出瑚 した結果を反映 して い る も の と推察 さ
れ る
．
その 後 の脱分極化 に つ い て は， 初期の イ オ ン 動
態 に加 えて ， 細胞 内Ca 骨 増加 に よ る AT Pレ ベ ル の
低下4 21か ら くNa＋ －K＋l A T Pa se活性が低下 した 可能
性が考 えら れ る． こ れ らの 事実は， 骨格筋パ ラ ド ッ ク
ス に も心筋の 場合同様， その 発現機序の なか に は リ ン
ゲル 液再濯流時で のENa＋L－LCa 廿 コ。 交換系の 関与が
あ る こ と を示 唆す る と と も に ， 前段階と して Ca 廿 フ
リ ー 溶液濯流中の仁Na＋コ0．亡Ca 冊 コt 交換系 を介 して の
細胞内 Ca 什 減少も 重要と考 えられ る ． 事実， 筋イ オ





フ リ ー 溶液の Na＋ が 低 け
れ ば く表 1－9う， こ の Ca 什 減少は有意に 抑 えら れた
く表4 ニCai＋ im m ediately after Ca
什
qfr e e＋lo w
Na十l． す な わ ち Ca
什
フ リ ー 溶液 で 濯流中の 筋で は
ENa＋コ。 ．ECa 什 コ． 交換系が活性化され る 叫 が， 同時 に
細胞外液 Na＋ 濃度が低 い 場合 に は ， こ の 交換系が抑制
さ れ， Ca
廿
の 細胞 外 へ の 流出が 抑え られ る 機序6引が
作動す る と推察 され る．
次 に ， 心 筋 で そ の 存在 が論 じ られ て い るt Ca 廿 フ
リ ー 溶液濯流中の slo w Ca 什 cha n n el を介し た Na＋
流入機序 が， 骨格筋で も起 こ りう る か を明 らか に す る
た め， Ca
廿 フ リ ー 溶液 中に slo w Ca＋r cha n nel ブ
ロ ッ カ ー で あ る こ フ ェ ジ ピ ン3 8Iを 添加 した 場合 く表
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1 － 3l， 及び Ca
柵
フ リ ー 溶 液の Mg
冊 濃度 を 高め
た2り場合 く表 1 － 41に つ い て， 筋張力の 観点か ら パ ラ
ド ック ス 現象の 変化 の有無 を調 べ た． その結果， い ず
れ の操作に よ っ て も本現象 を抑 え る こ と はで き な か っ
た く図3 ． 表 2 － 3， お よび 図 4 ． 表 2 － 4I． な お ，
slo wCa
十
cha n n el を介 した Ca 什 流入 は， リ ン ゲ ル
液再潜流後の初期 く1 句 3分 まで い こ重要視 され る も
ので あり32I， 他 の機序も混 在 しう る 15分間再潜流終 了
時で の 生理 学的指棟の判定で は， 必ず しも本機序の介
在 を否定で き な い と考 え， Ca 寸十 フ リ ー 溶液濯流期か
らリ ン ゲル 液再濯流期に わ た る 30分間に 径時的に 誘
発 し た単収縮張力 くPtう の 変化 を プ ロ ッ ト し た く図
2 こPo は1度誘発すれ ば10句 15分間 に わ た り そ の後
の誘発張力に 修飾 を与 え る 輔 の で， 本実験 で は対照時
お よ び処理 終了時の み に 誘発 し， 従 っ て こ の プ ロ ッ ト
の中 に入れ られ な か っ た1． その 結果， リ ン ゲ ル 液再濯
流 の初期 を含む い ずれ の 時期 に も ニ フ ェ ジ ピ ン は Pt
低下の 阻止効果 をもた らさ ず， 骨格筋で の本現象関与
を示 唆す る証左は得 られ な か っ た ． な お， So z aら
1 1 は
骨格筋 パ ラ ド ッ ク ス に お い て ， ニ フ ェ ジ ピ ン く100
JLMl を， Ca
廿 フ リ ー 溶液 くE D T A 14．6 m M
湾流期か らリ ン ゲル液再濯流期 に わ た り添加す る こ と
に より本現象の阻止 を み と め， 骨格筋パ ラ ド ッ ク ス で
も slow Ca
廿
cha n n el の関与 を示 唆 して い る． しか
し彼 らが用い た ニ フ ェ ジ ピン 濃度 は その効果至適濃度
く2．0へ 鳩 ．OJLMl18増 はる か に 越 えて お り ， また E D T A
の添加量も高値で， キ レ ー ト剤自体 に よ るイ オ ン 透過
性冗進作用l軋 や膜結合 Cえ
廿
へ の 作用1 2りこよ る副次的
修飾を否定 しが た い と思 わ れ る ． ま た， 図 2 は， 心筋
パ ラ ド ッ ク ス 成立機序の 一 つ と さ れ る pa ssiv e dif－
fu sio nの ， 骨格筋 に お け る存否の 検討を含 んで い る．
本機序は， リ ン ゲ ル 液再濯流の後期 に作動す る 瑚 と さ
れ てい るが ，再湾流の 直後 か ら 15分目に わ た り経時的
に 誘発 した Ptが ， 特 に 後期 で有意に 低下 す る 所見は
な く， 本機序 の骨格筋 パ ラ ド ッ ク ス 成立 に 関わ る役割
は否定的と思 われ た．
以上 は， Jb， 骨格筋間の パ ラ ド ッ ク ス 過程の 質的な
相違を の べ ， 骨格筋に お け る本現象の特異性 を浮き彫
り に して きた が， 両筋 間の もう 一 つ の相違 は， 量的な
相違であり， ウア パ イ ン添加 と い う修飾 を加 えな けれ
ば， 心筋に く らべ， 骨格筋 に み られ る パ ラ ド ッ クス 現
象の程度は有意 に軽い と い う事実であ る． こ の相違は
細胞膜構造 の 違い に ある と考 え られ ， その 1 は， 細胞
膜の Na＋ － Ca 什 交換系の 問題である． 一 般に心筋で は
筋収縮の トリ ガ ー と して， 細胞外 か ら の Ca
寸一 流入 を
必要とす る 仰 が， こ の Ca 廿 流入 に際 して， また増加 し
た 細胞内 Ca 廿 を細胞外 へ 排出する強力なポ ン プ機構
と して ， 細胞膜結合 Ca 廿 を介 して の N a＋ －Ca 廿 交換
系が 重要な役割 を果た す と い われ る8 3抑 ． 一 方 ， 骨格筋
で は筋収縮に 際し て ， Ca
廿
の細胞外 か ら の 直接流入
は な い とさ れ て い る68柳 ． Na
＋
．Ca
廿 交換系 は， 細胞膜
を介 し ての Ca 廿 の 出入 りが 盛ん な組織 に よ り発達し
て い る こ と701， また Na
＋
－Ca
廿 交換系は細胞内 Ca 冊
が 生理 的範囲 を越え た場合 に の み作動 す る
711とさ れ て




交換 系が 発達 して い な い と予 想 さ れ る． そ の 2 は，
slo w Ca 廿 cha n n elの 働 き， お よび 局在 の 違 い で ある
．
心筋で は ， 収縮 に 際 して 筋小胞体か ら の Ca
甘 遊離を
お こす ト リガ ー と し て， 表面膜 に 存在 す る slo wCa柵
cha n n el を通 っ ての Ca
十卜 流入 が 重要な働 き を持 つ と
さ れ る6 71． 一 方 ， 骨格筋 で は slow Ca
廿
chan nel のほ
と ん どが T 小菅 に 存在 し72I， か つ 筋収縮 に 際し ての
slo w Ca 廿 cha n n el の役割 を否定73ト 75l， また は重要
で な い 瑚 とす る報告も多 い ． そ の 3 は膜結合 Ca
廿
の 局在の 相違 であ り， 前 に述 べ た Na＋ －Ca 廿 交換系の
違 い， Slo w Ca 柵 cha n n el の局在の遠 い を反映する
と考 え られ る． La nge r7 61は， 筋細胞 に お ける cite rn al
v olu m eノsu rfa c e are a比が ， 骨格筋の 方が心筋よ り54
倍 も高 い こ とか ら， 膜結合 Ca 廿 の局在は骨格筋では
主と して T ィJl管 に ， 一 方， 心 筋で は 主 と して su rfac e
a re aに あ る と 予測 して い る． しか し本研究の ウア パイ
ン 修飾 の 結果 よ り， 骨格筋 パ ラド ッ ク ス に お い て も，
前段階と して細胞内 Na＋ 増加 が伴う な らば， 仁Na＋コ．－
ECa 廿 コ。 交換系 を介 し て Ca 廿 流入 が 著明化す る こ
とが わ か っ た ． これ より ， 骨格筋で も， Ca 廿 の 透過性
が変化す る よ うな膜異常 に加 えて ， 細胞内 Na＋ 増加が
あ る な ら ば， Ca 十ト ーindu c ed m yopathy が起 こ りうる
こ と が想定さ れ る．
加 え て， わ れ わ れ は ウ ア パ イ ン の他， 骨格筋 に心筋
同様 の強 い パ ラ ド ッ ク ス 現象 を起 こす 修飾因子 に ， ミ
ト コ ン ド リア の 脱共役剤 であ る FCC P77Iが ある こ とを
見い 出 した く図 7． 表2 － 7う． 本 剤は ミ ト コ ン ドリア
の H＋ 勾配を障害 し， 酸化的 リ ン 酸化 の 脱共役 を起 こ
し 叩 ， A T Pレ ベ ル の 低下 と とも に ミ ト コ ン ドリ ア へ の
Ca
什 取り 込 み を阻止 す る 作用 矧 が あ る ． 後者 の機序
か ら当司軌 本剤 は パ ラ ド ッ ク ス 現象 を阻止 する 方向に
働 く こ と79鳩首期待 したが ， 結果 はむ しろ逆で あ っ た ． 本
実験 の 結果は ， 前者の 機 序， す な わ ち A T Pの 過剰消費
か ら細胞崩壊 へ の過程が 促さ れ た こ と80切 反映と解釈
さ れ る
．
筋 ジス ロ フ ィ ー 症 の Ca 什 流入 の 引き 金 と なる膜異
常 と して は， 膜透過性 ． イ オ ン輸送 を司 る細胞膜装置
とさ れ る oligo clo n ala r ray の 密度減少81や ， 形質膜の
部分的障害を反映す る部分壊死巣 くdeltale sio nlの出
骨格筋の Ca 什 パ ラ ド ッ ク ス に 関す る 研究
現82Iが報告され て い る ．
一 方卜細胞内 Na十 異常の 関与
も報告され てお り， ジス ト ロ フ ィ ー 筋細胞膜の脱分極
化831， 細胞内 Na
十 増加 師 朝 ， 超微構造変化 の見られ な
い 時期か ら です で に ， 細胞内 Na＋ 増加 に よ ると 考え ら
れる活動電位変化 が見 られ る こ と 細 が報 告 さ れ て い
る． ま た Fo ng ら
8 71は， ジ ス トロ フ ィ
ー マ ウ ス に 見られ
る細胞内 Na十 増加 は， Na＋ －K＋ ポ ン プ の障害 に よ るの
ではな い こ と を示 す と と も に， 細胞 内 Na＋設定濃度自
体の変化 を予 想 して い る． 本研究で の ウア パ イ ン修飾
の 結果は， 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー 症の 一 次的成因に 細胞内
過剰Ca
朴 の 存在が 重要と した場合， そ の 前段階の 機
序と して細胞内 Na＋ 異常が 重要 で ある こ と を示 唆 し
てい る． な お， 筋 ジ ス トロ フ ィ ー 症成因の 一 部 に は，
細胞内器官自体の 機能的異常も注目 され て お り， ミ ト
コ ン ドリ アで は， 月旨肪酸酸化障害 抽 お よび 酸化的リ ン
酸化細 の障害， Ca 廿 濃度上 昇9 03が報告 され ， 筋小胞体
では， Ca
廿
． a ctiv ated A T Pa se活性の 低下91が 報告さ
れてい る． 本研究 で の F C C P修飾の 結果も， 本病病態
成立に， 細胞 内器官機能異常も関与す る こ と を示 唆し
てい る．
結 論
ラ ッ ト横隔膜筋 に 心筋同様の Ca廿 パ ラ ド ッ ク ス 現
象がお こる か否か に つ き， 等尺性筋収繍張力 ． 活動電
位 ． 静止 膜電位変化お よ び， 筋細胞内イ オ ン濃度変化
を指標と して検討 した ． また パ ラ ド ッ ク ス 現象 に対 す
る ミ トコ ン ドリ ア脱共役剤 の 影響 に つ き 検 討 し ， 以
下の 結果 を得 た．
1 ． Ca廿 フ リ ー 溶液潜流中，ENa＋コ。－ECa 什 コ1交換
系を介して細胞内 Ca 廿 は減少し た．
2 ， Ca
廿 フ リ ー 溶液漂流中， Ca
廿
cha n n el を通 っ
ての Na十 流入機序 は， 骨格筋パ ラ ド ック ス の発現 に は
関与しない も の と 判断さ れた ．
3 ． リ ン ゲ ル 液再濯流時の Ca 廿 流入 に は 亡Na＋コ1－
亡Ca廿 コ。 交換系が 主 役 を演 じ， Slo w Ca 柵 chan nel，
pa ssiv ediffu sio nの 役割は少な い と考 え られ た．
4 ． 骨 格 筋 パ ラ ド ッ ク ス 現 象 は 細胞内 へ の 過剰
Ca廿 流入 に よ る と考 えら れ るが ， 心 筋の それ に 比 べ
ると， Ca
廿
の細胞内流入 が少 な く程度 が軽 い ． しか
し， 前段階と して細胞内 Na＋増加 が あ れ ば， LNa＋コ1．
にa廿 コ0 交換系促進 に よ り， Ca 甘 流 入 は著明 化 した．
5 ． ミ トコ ン ドリ ア脱共役剤 は， ミ トコ ン ド リア ヘ
の Ca
廿 取り込 み阻害 か ら細胞壊死 を抑え る よ り， む
しろ A T P消費か ら細胞崩壊 へ の機 序 を促進す る と考
えられた
．
以上 の 諸結果は， 細胞 内過剰 Ca廿 で誘起 され る筋
ジス トロ フ ィ ー 症類似 の筋細胞壊死 の 引き 金と なる膜
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異常の 本態解明に ， 一 つ の 糸口 を与 える もの と して考
察した．
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－ Ca十ト e x cha nge syste m ， Slow Ca
廿 cha n n el， mit o chondrial
u n co upler， intra cellular Ca．什 o verlo ad
A bstr a ct
The function al a nd stru ct ural da mage of ca rdia c m u scle s ubjected to Ca骨 一 丘e e pe rfhsio n
fb1lo w ed by e xposu re t oCa
．
什 has be e n we11 doc u m e nted asthe Ca
廿
pa radox ． T he pre s e ntstudy
COn Cer n San ap prOa Ch to en sur eifthis phen o m e n o n couldocc u rin skelet al m u s cle， and also to
SearCh fbr a clue t o under st andingthe pathoge n e si of Du che n ne m u s c ular dystrophy and other
m yopathies whe re intrac ellular Ca
廿
ov e rlo ad hasbeen reported to play a n import ant role in
m u s cle dete rio ration ． Rat diaphragm s were perfus ed with Ca
サ
ー 丘e e s olutio n fbr 1 5 minutes，
fbllow ed by 1 5－ minu te repe rfusion with R inger s olution ． T his pro cedu re c aus ed twitch and
tet anicfbrc e s to decline． T he c o nt r actile depres sion as s ociated withincreasedintra ce11ularCa什
W a S augm ent ed w hen intrac ellular N a＋ gal n Wa Sinduc edbythe ad diton ofo u abain to the Ca
柵
－
free perfus ate， Orbylo werl ng Na
＋ c onc entra tion in the r epe rfus a te． T he phe nom e n o n m ayr esult
fro m CaJH－ e ntry thro ugh a EN a＋コl－ECa
l十コ。 eX Change system du ring the r epe rfusion pe riod．
During the Ca
廿
－fre e pe riod， intr a c ellular Ca
l＋ was decrea s ed， a nd this wa s slgnific a ntly
sup pr essedbylo w erlng N a
＋ c onc entra tion in the Ca廿 －fre epe rfusa te． T he data indic ate that
Ca，M e皿ux occ urs by enha ncing a EN a＋コ。 －ECa廿 L e xcha nge system a t the Ca
廿
一 丘e epe riod．
Thein v oIve m ent ofslow Ca廿 chan n elseem st obe u nlikely beca us e the de cr e ase in twitch and
tetanic force s w asn ot pre v e nt ed by ad ding nifbdipine in the Ca
廿
－ free pe rfusate a nd the
reperfus ate， Or byin crea sl ng Mg
廿 c onc entration in the Caサ ー freepe rfu sat e． Pa s sive difrusio n，
which ess e ntiallytakes placedu ring the late phase ofrepe rfusion period， m ay n Ot partl Clpatein
the phe nom e n o nbeca use the depre s sedtwitches re main ed at thelev el which had be e n r e a ched at
an e arly phase． The mitochondrialu nc oupler， F C C P， W a Sad dedto the Ca
骨
－free perfusate a s an
inhibitor fbr mitochondrial Ca廿 acc u mulatio nle ading to s ubsequ e nt c ell dam age ． Itindu ced
drastic decline in te nsion and s u st ain ed contra c tu re， Sug ge Stl ng that F C C Pact sa c o n s u m erof
int r a c ellula rA T P． In conclusion ， the phe nom e non of Ca
廿
par adox o curs a s acon sequence of
enhanc ed仁Na＋コ。 －ECa廿 コi eXCha nge system du ring the Ca
什
一丘e e period， and subseque nt
intra c ellular Cal十 ov e rload thro ughENa＋コl－ECa廿 コ。 e X Cha nge syste m du ring the r eperfusio n
pe riod．
